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一 過性脳虚血 に よ り生 じる 神経細胞死 は , 多く の 神経細胞 に お い て は 血 液の 早期一昨潅流 により予防す る こ とが 可 能 であ
る. しか し, 海馬の ア ン モ ン 角 (c o rn uAm m o nis-1, C ANl) 領域 の 錐体細胞 は , 他の 大部分 の 神経細胞 が障害を受けな い 程度 の
短時間 の 虚 血 に さ らさ れ た だ けで も数 日後 に は細胞死 に至 る こ とが 知 ら れ て い る . 海馬C A-1領域 の 錐体細胞 は , 近時記憶を
つ か さ ど る重要な ニ ュ ー ロ ン で ある た め , 脳血 管性の 記憶障害に対 して 適切な治療法を開発す る ため に は , こ の 様な虚血に対
し て脆弱 な神経細胞の 虚血 性障害の 病態を解明す る必要があ る . 本研究 に お い て は ニ ホ ンザ ル を対象と して , 海馬 C A-1 錐体
細胞の 遅発性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を解明す る目的で , リ ソ ソ ー ム に局在す る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る カテ プ シ ンB
(E C3.4.22.1), L(E C 3.4.22.15)に 注目 し, 酵素活性測定, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法, 免疫組織化学的手法 によ り, 虚血負荷後経時的
に検索を行 っ た . 全身麻酔下 に左鎖骨lご動脈 と腕頭動脈を直視下 に と らえ, 血 管ク リ ッ プ に て20分間血流を完全 に速断 し, 虚
血 ･ 再潅流 モ デ ル を作製 した . コ ン ト ロ ー ル と 虚血1時間, 2 4時間, 3 日, 5 日後の サ ル よ り 海腐を摘出し , 検索 に 供し た . 酵
素活性 の 測定 で は, カ テ プ シ ンB は虚血 後3 日 目 より海馬全領域に お い て 増加傾向 を示 し, 神経細胞死 が 生 じる 虚血5日 巨=ニ最
大と な っ た . 一 方, カ テ プ シ ンL は, 酵 素活性は全経過を通 じて か な り低値 を示し たが , 海馬 C A-1, C A-4(歯状回を含む) 領
域は虚血後5 ‖ H に, 海馬 C A-2, C A-3 領域 は虚 血後3日 目よ り増加傾向を示 した . また イム ノ ブ ロ ッ トで も, カ テ プシ ンB, L
と もに海馬全領域 で虚血 直後よ り 蛋白発現量の 増加 を認め , 虚血 後5日 目まで続 い た . 免疫組織化学で は , カ テ プ シ ンB, L と
もに コ ン トロ ー ル の 海馬 C A-1錐 体細胞で は, 核周囲 にわ ずか にカ テ プ シ ンB, L陽性職種が認 め られ るの み で あ っ た . しか し,
虚血 後 に は核周問の み な らず錐体細胞層 の 細胞間や, 放射線維層や網状層の 神経叢 にも顆粒状 に染色性 の 増加が み られ , 時間
経過 と と もに増加 し て い た. 一 方 , 海馬 C ん2を含め た他 の 領域で は , 時間経過と共に カ テ プ シ ンB, L陽性顆粒の 増加 はみ ら
れ た が , 主と して核周囲に限局 して い た . す なわ ち, 海馬 C A-1 領域 の 染色 パ タ ー ン は , カ テ プ シ ン の り ソ ソ レ ム 外 へ の 放出
を示すもの で , 明 ら か に他 の 領域 と は 異な る もの で あ っ た . 組織学的 に は, 虚血 後3 1=] か ら海馬 C A-1 領域 の 錐体細胞 に脱
乳 都柑包体の 縮小化 , 核 漉染像, 細胞質濃縮 な どの 変性所見が み られ , 神経叢の 空胞化が顕著であ っ た . 以 上 の 結果よ り, 霊
長類の 海馬C A-1領域 にお い て , カ テ プ シ ンB とL は ともにM･ 過惟 脳虚血後 に生 ず る遅発惟神緯細胞死 の 発生に関[j･ して い る こ
と が 示唆 さ れ た .
鮎 y w ords c athepsin,hip po c a mpu s,ische mia, m O nkey,delayedn e u ro n al death
-→ 過性脳虚 血の 数Il後 に淘蟻C A-1禎域の 錐体細胞が壊死 に陥
る こ と は, 遅発性神祥細胞死 と し て 醤歯類 を川い た研究 によ り
広く知ら れ て い る11 t-) . し か し, 虚tfIL性 神経細胞死 の 分ナ機構
に関し て は, 現 在な お未解決な点が多い . ･過惟脳虚血 に さ ら
され た海馬C A-1韻城の 錐体細胞で は, 電位依〝牲 カ ル シ ウ ム チ
ャ ン ネル や受容体作動性 カ ル シウ ム チ ャ ン ネ ル を 介し て, カ ル
シウ ム イ オ ン が細胞外 か ら流 人する こ と は よく知ら れ てい る7 佃 .
また, イ ノ シ ト ー ル 1,4,5 一 三リ ン 酸受容体 や リ ア ノ ジ ン 受容
体を介し て の 細胞内貯蔵部位 か ら の 放亡11も示唆され て い る"､-㍑
細胞内の カ ル シウ ム イ オ ン 濃度の 上 昇 に伴 い , 一 過性脳虚 血後
には
, カ ル パ イ ン (E C 3.4.2 2.1 7) な どの カ ル シ ウ ム 依存性 プ ロ
テ ア ー ゼ が 活性化 され , フ ォ ドリ ン を 初め 微小管結合蛋白質 ,
ス ペ ク トリ ン , ニ ュ
ー ロ フ ィ ラ メ ン ト, チ エ プ リ ン , ダ リ ア線
維酸性蛋白質な どが 基質と なりう る こ と が 知 られ て い る
1巾､ 17)
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1ー･ ガ , Lyn cb ら佃 は , 虚Irll.後15 ､ 20分と い う非常 に如 い 時間経
過の 小で ス ペ
.
ク トリ ン の 限定分解が起こ る こ と を幸腑 し, こ の
分解と 虚 血性神舶用1柑包障害の い ず れ もが , シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 肌弐溌りで あ る ロ イ ペ プチ ン の 側脳室内 へ の 持続投ノブ･ に よ っ
て 畔減 さ れ る こ と を幸腔～し た11】. し か し, 生 体内で 活性型の
一
′∠
カ ル パ イ ン の 基質が 何で あるか は依然と して 不明で あ る . 最 軋
Ya m a shim aら
一り)
は , ニ ホ ンザ ル の 海馬切片を川 い て , 源罵 C A-1
領域 に カ ル シ ウ ム 濃度 の 上 昇が 特異的 にみ ら れ る こ と を 報fl上
し, 同F馴 二活性型の ′′∠ カ ル パ イ ン が, 虚血 彼の 海燭 C ん1領域
の 錐体細胞 の リ ソ ソ ー ム 膜 に局在 して い る こ と を免疫電ナ顕微
鏡 に より示 した. リ ソ ソ ー ム は約70種類の 細胞内プ ロ テ ア ー ゼ
を含 む綱胞の 消化器官であり , 神経細胞 で こ と に発達 して い る .
細胞 内プ ロ テ ア ー ゼ は, 蛋白質の ペ プ チ ド結合 を不可逆的に分
解す る酵素であり, 本来 の 消化酵素と して の い わ ゆ る 分解作用
平成8年11月29日受付, 平成9年1月10 日受理
Abbr eviation s: AMC, 7- amin oヰ m ethyl- C O u m a rin; C A, C O r n uAmm o nis;D G, de ntate g yru s;P B S, pho sphat長一
bufferedsalin e;T B S,
r
IYis-buffereds alin e;電顕, 電子顕微鏡
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と , 生体内の 種 々 の 機能を担う生理活性物質を生 み 出 す た め の
モ ジ ュ レ ー タ ー 作用･との 両者を有 して い る . この ため , 細 胞内
プ ロ テ ア ー ゼ は, 発 硯調節や活性調節の 制御を厳密 に受けなが
らそ の 生理機能を果た して お り, い っ た ん こ の 制御系 に障害が
生 じ る と酵素活性 の 異常な増大や低下が 生 じ, 細胞構成成分の
機能 に重大 な影響を与え, -一 過性脳虚血後 に生ず る神経細胞死
の 発生 にも関与 し得 る と推定 され る. 本研究で は, 霊 長類の 虚
血 性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を解明す る目的で , リ ソ ソ ー ム に
内在す る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で ある カ テ プ シ ンBとL に注
目 し, ニ ホ ン ザ ル を対象として そ の 酵素活性測定, イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法, 免疫組織化学的手法 に よ る検索を行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ. 動物
実験 に は体重5～ 10kgの ニ ホ ン ザ ル 帥 厄 肌 町 舟 附 血) を19頭
用 い た . その 内訳 ほ イ ム ノ ブ ロ ッ トお よ び酵素活性測定用が14
頭 (コ ン ト ロ ー ル , 虚血1時間後, 虚血24時間後, お よ び 虚血3
日後 は各3頭, 虚 血5 日後は2頭) で , 免疫組織化学的検索用が5
頭(各群1頭)である .
Ⅰ . 虚血 モ デル の 作成
1 . 麻酔
1.5 %の ハ ロ タ ン (武 田薬品, 大 阪)を吸入 させ た 後, 硫酸 ア
ト ロ ピ ン (田辺 製薬, 東 京)0.2 5m gの 筋注を行 っ た . ハ ロ タ ン
に よ り綬徐に麻酔 を導 入後, 経 口 的に 気管l斗挿管 し全身麻酔を
行 っ た . 麻酔 の 維持 は , 0.5 ～ 1.0 %の ハ ロ タ ン , 6 0 %笑 気 ,
40 %酸素に て , 一 回換気量100～ 150ml, 換気回数25､ 30回/ 分
と し半閉鎖式調節呼吸 を行 っ た . 麻 酔中は 乳酸 リ ン ゲ ル 液(大
塚製薬, 東京) の 持競点滴 を行い , 左大腿動脈 に 圧 測定と採血
用の カ テ ー テ ル を挿 入 の 上留置 し, 庄トラ ン ス デ ュ ー サ ー に接
続 して 動脈庄 を持続的に測定する と と もに , 採血路 と し て 使用
し た. また術 中は 直腸温をモ ニ タ ー し , ラ ン プ に て 適宜加温 し,
体温を 一 定 に保 っ た .
2 . 虚血手術お よ び標本作製19)
全身麻酔下 にサ ル を仰臥位 に固定 し, 胸骨上 線 より 下 方 に約
6c mの 正 中線状切開を行 い , 胸膜 , 内胸動静脈, 鎖骨 下 静脈を
損傷 しな い よう留意 し つ つ , 上 部胸骨 を鎖骨, 第 一 , 第二 肋骨
の 一 部 と共 に切除 した . 縦隔内 に進入 し, 大動脈弓 より分岐直
後 の 左鎖骨 下動脈 と腕頭動脈を直視下 に と らえ, 血 管ク リ ッ プ
に て 血流を完全に遮断 し, 20分後 に再開通 させ た . こ の 手術操
作 に よ っ て , 脳 血流 が ほ ぼ完全 に遮断 され て い る こ と , お よ び
ク リ ッ プ 開放後に再潅流が 生 じて い る こ と を レ ー ザ ー ド ッ プ ラ
ー OTasam edics, St. Paul, US A) にて 確認 した . ク リ ッ プ解放後,
閉則 し, 麻酔 か ら覚醒 さ せ た 後, 1, 3, 5日巨=ニ再度全身麻酔
下 にて 以下 の 如く標本を採取 し た . なお , 虚血 1時間後モ デ ル
で は麻酔 か ら 覚醒 さ せ ず, ク リ ッ プ 解放1時間後 に標本を採取
した .
1) ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トお よ び酵素活性測定
全身麻酔下 に関頭 し, す早く全脳 の 摘出を行 っ た . 摘 出脳 は ,
4 ℃の 0.1 Ml) ン 酸 横衝食塩水 (pH 7.4) (pho sphate-buffe red
salin e, P B S) にて 急速 に冷却 し, 実体顕微鏡下 に 海馬を C A,1,
C A･2, C Ar3, C A･4(歯状回を含む) に4分割 し た後, - 80℃に保
存 した .
2)免疫組織化学的検索
全身麻酔下 に開胸 し, 左 心室 に18 ゲー ジの 注射針を刺人 し生
理的食塩水 (大塚製英)を500ml潅流 し た後, 0.1M の P BSで 溶
解 した4 %パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド bH 7,4)2 L を約1時間か けて
注入 し, 潅流 固定を行 っ た . そ の 私 闘頸を行 い 海馬 を摘出 し,
同液で さ ら に24時間固定 し た . 標本 は , ア ル コ ー ル に て脱 水し
た後, パ ラ フ ィ ン に 包捜 し, 4pm の 薄切切片を作製 し た.
】Ⅰ【. 酵素活性測定
- 80℃に 保存 され た 標本をP B S中で 超音波破砕器(ト ミ ー 精
工 , 東京) に て 粉砕 し, こ れ に 酢酸 - E D T A緩衝液 (0.4 M酢酸
ナ ト ]) ウム ,4m M E D T A) bH 5.5) に1/100容量 の10 % トリ トン
Ⅹ･10 0を加えて作成 し た 試料可溶化綬衝液を等量加えて標本を
調製 し た . 試験 管 に反 応 カ ク テ ル (1 25mM 酢酸 - E D T A緩衝液,
10m M シス テ イ ン) と 上 述 の 調製試料10直を加え , 3 7 ℃温浴中
で6分間静置 し た . あ らか じ め37℃に 温め て お い た1mM 基質溶
液(下述)10lユ1 を加え, 6分間保温 し, 反応 させ た後10 % S Dを
100ll 加えて 反応を停止 した . 次 に0.1 M Tris-H Cl(pH 9.0)を2ml
加 え増枠 し, 分光蛍光光度計(日立, 東京) にて 励起光370n m,
琴光4 60n mの 強度を測定 し た . なお , 基質 と し て は カ テ プ シ ン
B測寵用 に は , Z- a rg- a rg- M C A(c arbobe n z oxy-I/ a rginyl- arginin e
4- m ethyl- C O u m aryl-7-a mide) (ペ プ チ ド研究所, 大阪)を , また,
カ テ プ シ ン L測定用たはz- Phe- a rg- M C A(c a rbobe n z o xy-L-
phe nylalanyl+IJ arginin e4- m ethyl-C O u m a ryl～7-a mide) (ペ プチ ド研
究所)を用い た . さ ら に , カ テ プ シ ンL測定 の 際 に は, 反応カ
ク テ ル に カ テ プ シ ンBの 特 異的阻害剤 であ るC ん074 を20pg/ml
の 濃 度で1 00pl加え だ
0)
.
Ⅳ . イ ム ノブ ロ ッ ト
To wbin ら21)の 方法 に 従い イ ム ノ ブ.
ロ ッ ト解析を行 っ た . 標本
をP B S中で 超音波破砕器 に て ホ モ ジナ イ ズ し, 上 清 の み を採取
後, 蛋白定量キ ッ ト(BI O-R A D, 東京) を傾用 し Br adfo rd 法2封 に
より 蛋白定量を行 っ た . 電気 泳動 は I.a e m mli2:う)の S D SrP A G E法
によ り行 っ た . ゲ ル は ダ ラ デ イ エ ン トゲ ル (第 一 化学, 東京)を
使用 し, カ テ プ シ ンB で は1恥 g, カ テ プ シ ンL で は20p gの 蛋白
を泳動 した . 電 気泳動終了後, ア ク リ ル ア ミ ド上 に分離 さ れ た
蛋白 を ホ ラ イ ズ プ ロ ッ トA E-6 67 5(ア ト ー , 東 京)を用 い て ,
20mA で 一 晩 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (ア ト ー ) に転写 し た . ニ ト ロ
セ ル ロ ∵ ス 膜を20m M ト1) ス 塩酸横衝液(pH 7.5), 50 0m M 塩化
ナ ト リ ウ ム , 0.1 % ポ リ オ キ シエ チ レ ン (20) ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ
ウ レ ー ト (和光純薬工業, 束京) で洗浄 し, さ ら に1 %仔 ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン を含む20m M トリス 塩酸横衝液 bH 7.5) に 室温 で1
時間浸 し, 非特 異的反応を阻止 した . ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を,
一 次抗 体で あ る ウ サ ギ 抗 ラ ッ トカ テ プ シ ンB ポ リ クロ ー ナ ル 抗
体(5p g/ml), ある い は ウ サ ギ抗 ラ ッ トカ テ プ シ ンL ポリ ク ロ ー
ナ ル 抗体 (10tlg/ml) で2時間反応 させ だ
4)25)
. そ の 後, ア ル カ リ
フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギIgG抗体 (Tago , In c. ,
Bu rlinga m e, U S A) と1時間反応さ せ , ア ル カ1) フ ォ ス フ ァ タ
ー
ゼ 基質キ ッ ト Ⅳe cto rI.abo rato rie s, Bu rlinga m e, U S A)を使用し
発色 さ せ た . 得 ら れ た バ ン ド は , 画像 解析 ソ フ ト (Qu a ntity
On e, Pr otein Databas e sIn c. , Hu ntingto n, U S A) にて 蛋白発現量
を定量化 した .
Ⅴ . 免疫組織化学
ポ リーI] 1) ジン (poly-IJlysin e) を塗布 した ス ラ イ ド グ ラス 上 に
貼付 した 標本を , キ シ レ ン を用 い て脱 パ ラ フ ィ ン した . トリ ス
壊衝食塩水 bH 7.4) CT hs-bufkr eds alin e,T B S)で 洗浄後, 過酸
化水素加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失活 させ ,
T B S で洗浄後, 非特異反応阻止 の た め, ブ ロ ッ キ ン グ抗体 (正
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常ヤギ 血清) を作用 させ た ･ 次 に ,
一 次抗体 の ウ サ ギ抗 ラ ッ ト
カ テプ シ ンB抗体 (軸g/ml), また は ウサ ギ 抗 ラ ッ ト カ テ プ シ ン
L抗体(10pg/ml)を4℃で【鵬 晩反応 させ た後, 二次抗体 の ビ オテ
ン化ヤ ギ抗 ウ サ ギIgG抗体 Ⅳe ctorI, abo r ato rie s) を30分間反応
さ せ た . ア ピ ジ ン
ー ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体
(如idin-biotin-pe r O Xida s e c o mple x, A B C) 法と0･02 %過酸化水素
加ジ アミ ノ ベ ン チ ジ ン (3-3
'
-dia min obe n zidin e, D A B) (Sigm a,
St. Lo uis, US A)処理 に よ っ て発色させ , へ マ トキ シ リ ン で核染

























Co ntro1 1hr 2 4 hr 3 d 5d
Tim e
Fig.1. Change S Ofc athepsin B a ctivityin m o nkey hippo c a mpal
S e CtO rS afterthe wholebrainische miafo r20 min. En zym atic
activityis expre s sed a s n m ole s of A M Cwhich w as r ele as ed
permin per mg protein . d, days. Value s are 真土S D. H, CA-1;




































Co ntroI l hr 24hr 3 d 5d
Fig･2･ C ha nge s ofc a也epsin La ctivityin m o nkeyhippo c a mpal
S e CtO rS afterthe wholebrainische miafo r20min. En zym atic
activityis expre s sed a s n m ole s of A M C 雨1ich w as r ele as ed
per min pe r mg protein . d, days. Valu e s ar e豆±S D. ■, CjLl;
図, C A･2周 , C A-3;盟 , C A,4(in cluding D G).
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(k Da) 1 2 34 5 6 7 8 910
45.0 -
32.6 -
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一 ■ 一 ■ ■ ■ ■ ■■
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Fig.3. W este rnblota nalysis ofc athepsin B inthehippo c a mpal
S e CtO rS a且e rthetra n sientbr ainische mia. Protein s血･O mtiss u e
e xtra cts (10pg) w e re subje ctedto S D S→P A G E. T he pI
･
Otein s
W e retran Sfer
I
redto a nitr o c ellulo s em e mbr an e, a nd re a cted
with a nti-C athepsin B antibody. M olecular W eightis sho w n o n
theleft. La n e sl-5
,
C A-1 s e cto r obtain ed from the sham -
Ope r ated contr ol(1a n el),1 hr(1a n e2), 24 hr(la n e3),3 days
(la n e4), a nd 5 days(1an e5) afte rthetr an sie ntis che mia.
La n e s6-10, C A･2 s e cto r obtain ed fr o mthe sha m- Ope r ated
C O ntrOl(1a n e6), 1 hr(lan e7),24 hr Oa n e8),3 days(1an e9)t
a nd 5 days (1a n el O) afte rthe tr a n sie ntis che mia . T he
inte n sitie s ofthe c athepsin B ba nd w e re m e a su red, andsho w n
belo win a n a rbitraryu nit.












Fig.4. We ste rnblotan alysis ofc athepsin L inthehippo c a mpal
s e cto r s af[erthetr an sie ntbrainis che mia. Pr otein sfro mtiss u e
extra cts (20tlg) w e r e s ubje ctedto S D S-P A G E. The pr otein s
w e r etr an sfe rredto a nitr o c ellulo s e m e mbr an e, a nd r e a cted
Witha nti-C athepsin L antibody. M ole c ular w eightis sho w n o n
theleft. La n e sl-5, C A-1 s e cto r obtain ed fr
･
O m the sha m-
Ope rated c o ntrol(lan el),1 hr(1an e2),24 hrOa n e3),3 days
(1a n e4), a nd 5 days (1a n e5) afte rthe tr a n sie ntis che mia.
Lan e s6-10, C A-2 s ector obtain ed fr o mthe sha m- Ope rated
C Ontr Ol(lan e6),1 hr(1an e7), 24hr Oa n e8), 3 days Oan e9),
a nd 5 days(1an elO) afte rthe tr a n sientis che mia . T he
.inten sitie softhe cathepsin L band were m e a s u red, andsho wn





C ん1領域 で は 他 の 海馬領域 に比 して 低値 を示 した (図1). 海馬
全領域 に お い て カ テ プ シ ンBの 酵素活性 は , 虚血 後3日 目 よ り
増加傾向を示 し , 虚血後5 日目 に は さ ら に増加 し た . 増 加の 程
カ テ プ シ ン Bの 酵 素活性 は , 虚血 彼 の 仝経過を通 じ て 海馬 度は , 虚血 に最も耐性で ある と され る C A-3 領域 で 顕著であ っ
Fig.5. Im m u n ohisto che mical lo c aliz atio n ofc athepsin B in the m o nkeyhippo ca mpu s･ Le ftc olu m n, C A:1 se cto r;right colu m n, C A:2
se ctor. ㈱ a nd (E),the sha m- OP6r atedc o ntr ol;(B)a nd(F), 1hr;(C) and(G), 24 hr;(D) a nd (H), 3 days afte rthe tr an sie ntbr ain
ische mia. Inpo stis che mic C A,1n e u r o n sthe c athepsin B w a s rele a sed fro mlys o s o m algr an ule s(arro w s)･ ×100･
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た. カ テ プ シ ンLの 酵素活性 は , カ テ プ シ ンBの 動態 と ほ ぼ 同 領域 は虚血後3日目より増加傾向を示 し, 虚血 後5 日目に は さ ら
じであ っ た が , そ の 酵素活性 は カ テ プ シ ン Bの それ よりもは る に増加 し た ･ コ ン ト ロ
ー ル に比 して 活性増加 が顕著で あ っ た
か に低値 を示 した (図2). すな わち, C A-1, C A
-4(歯状回を含 の は , カ テ プ シ ン B と同様にC A-3 であ っ た ･
む) の2領域 は虚血後51]目 に 増加 し た ･ ま た ･ C ふ2, C A
-3の 2 1 ･ イ ム ノ ブロ ッ ト
Fig.6. Im m u n ohisto che mic al lo caliz atio n ofc athepsin L in the m o nkeyhip po c a mpu s. Leftcolum n, C A-1 s e cto r;rightc olu m n, C ん2
S e cto r
. (朗 and(E),the sh am - Ope rated c o ntrol;(B) and(円, 1 hr;(C)and(G), 24 hr; m )a nd(H), 3 days afterthe tr an Sie ntbrain
is chemia. In po stis che mic C & 1n e u ro n sthe c athepsin Lw as rele a sed fro mlyso som algr an ule s(ar r O W). ×100.
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ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト カ テ プ シ ンB, L ポ リ クロ ー ナ ル 抗 体 を用 い
た イム ノ ブ ロ ッ トで は , と もに 29k Da の バ ン ドが 認 め ら れ ,
こ れ ら の 抗体 は サ ル の カテ プ シ ン に対す る交差反応性を有 して
い る こ と が 確認 さ れ た . カ テ プ シ ンBの 発現 は , 海馬全領域 に
認め られ , 各領域 に お い て 虚血 後 より徐 々 に増加傾向を示 し,
虚血後5日日 に最大 と な っ た (図3). こ の 変 化は , 酵素活性や免
疫染色の結果 と ほ ぼ 一 致 して い た. 一 方 , カ テ プ シ ンLの 発現
は , 海馬の 全領域 にお い て カ テ プシ ンBの 発現 よ りか なり弱か
っ た (図4). カテ プシ ンL の発現 は , C ん1領域で は それ 以外 の
領域よりも少なか っ た が, い ず れ の領域 に お い て も虚血直後 よ
り虚血後5 日目まで増加傾向が続 い た.
Ⅱ . 免疫 組織化学
イ ム ノ ブ ロ ッ トと 同様 の 抗体を用 い た免疫染色で は, コ ン ト
ロ ー ル にお ける カ テ プシ ン Bの発現 は, C ん1領域 では他 の 領域
に比 して 弱か っ た (図5, 朗 . ま た ! 虚血後の経時的変化 は イ ム
ノ ブ ロ ッ トと ほ ぼ 同様の 傾向を示 し, C ふ1領域 の み な らず他 の
領域 にお い て もl カ テ プ シ ン の 染色性 は虚血負荷後 の 時間経過
と ともに増加 して い た. C A-2, C A-3, C ふ4(歯状回を含 む) の
各領域で は, 虚血 後 には 主と して核周囲に顆粒状 に染色性 の 増
加が み ら れ た (園5, E-H). 一 方 , C ふ1領域で は コ ン トロ ー ル で
核周囲 に わ ずか に 顆粒状 に染色性 が み られる にす ぎなか っ た
が , 虚血後に は核周囲の み な らず樹状突起 の周辺, ある い は細
胞外 にも染色性 の 明らかな増加 が み られ た (図5, B-D). ま た, .
カ テ プ シ ン B陽性顆粒は , 錐体細胞層 の 細胞間, 放射線椎骨 ,
分 子層 にもみ ら れ た . カ テ プシ ンB の局在変化 は虚血1時間後
と いう早期 の 段階で すで に認 め られ (図5, B), 虚 血24時間後
(図5,C), 3日後(国5, D)も同様 の 染色 パ タ ー ン を呈 した . 虚血
3 日後に は , C ATl 錐体細胞の 大多数がすで に脱落 し, 残存す る
錐体細胞も細胞体 の 縮小, 核の ク ロ マ チ ン の 凝縮 , 細胞 質の 濃
染な どの 虚血性変化を示 し た (図5, D). ま た , 反応 性の 星状膠
細胞, ミク ロ ダリ ア の 出現が認め られ , 神経叢 の 空胞化も同時
にみ ら れ た . 虚血3 日後の C ん1領域 の放射曝推層 , 分子層で は,
び漫性 に カ テ プ シ ン B陽性顆粒が み られ, 放射線維層 に通常 み
られ る 樹状突起 の 放射状 パ タ ー ン はす で に消失 して い た . 同時
期の C A-2 錐体細胞も, 一 部は 同様 の 虚血性変化を呈 した (図5,
H).
一 方 , カ テ プ シ ンLの 染色性 は カ テ プ シ ンB に比 して か なり
弱 か っ た が , 基本 的に は カ テ プ シ ン B と類似 し た経時的変化を
示 した . すな わ ち, C A･1 錐体細胞 にお い て は コ ン ト ロ ー ル で
核 周囲 に ご く僅 か に 顆粒状 に発現 が み ら れ る の み で あ っ た が
(図6, 刃 , 虚血24時間後か ら樹状突起 の 周辺あ る い は細胞外 に
も発現 し (図6, C), 3 日後に は そ の 程 度はさ ら に強くな っ た (図
6, D). 虚血3 日彼 の C ん1領域 の放射線維層 , 分子層 で は び 漫性
に カ テ プ シ ンL陽性顆粒 が み られ た. C ん2を含む他 の 領域 の 錐
体細胞 で古≠, 虚血後の時間経過 と共 にその 染色性は著明に増加
して い た が , そ れ ら は 主と して 核周囲 に留ま っ て い た (図6, E-
H).
なお , 免疫染色 にお い て は, 一 次抗体 を正常 ウサ ギ血清 で置き
換えた コ ン トロ ー ル で は, 染色性 は全くみ られなか っ た .
考 察 .
リ ソ ソ ー ム に は , 酸性条件下 で作用す る多く の プ ロ テ ア ー ゼ
が含まれて い る が , これら は 嶋 般 に茸白質の ペ プ チ ド結合を不
可逆紆に分解す る酵素である . プロ テ ア ー ゼ は 本来の消化酵素
と して の い わ ゆ る 分解作用以外 にも, 生 体内の 種 々 の 機能を担
う生理活性物質を生み出す た め の 調節作用を有 して い る26). 近
年, 神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を考える 上 で , 細胞 内プ ロ テ ア ー
ゼ の 果 たす役割 が注目 され 始 め , 酵 素の イ ン ヒ ビ タ ー を用 いて
神経細胞を保護 しよう と する 試み が な され て い る
14)15】26卜 30)
リ ソ ソ ー ム に 内在す る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で ある カ テプ
シ ン は, 正常 の 蛋白質の タ ー ン オ ー バ ー の み な らず , 様 々 な疾
患 の 病態生理 に関与 し て い る と され て い る24)31卜 瑚 . カ テ プ シン
B は カル ポ キ シ ペ プチ ダ ー ゼ , ある い は エ ン ド ペ プチ ダ ー ゼと
して の作用 を持ち , 活 性型 の 分子量 は29k Daで あ る. カ テ プシ
ン Bは広く組織 に分布 し, ほ と ん どの 体細胞 の リ ソ ソ ー ム 内に
認 め ら れ る . Howieら34)は , 免疫組織学的手法 に よ り ヒ トの神
経細胞 に カ テ プ シ ンB が存在する こ と を初め て 報告 した . 一 九
カ テ プ シ ン L はエ ン ドペ プチ ダ ー ゼ と して 作用 し, 活性 型の 分
子量 は同 じく29k Daで あ る . Ba ndo ら35)が , 免疫 組織学的に神
経細胞内の カ テ プシ ンLの 存在を示 した . カ テ プ シ ンB, Lの ラ
ッ ト脳 組織 で の 含有量 (m g蛋白あ たり) は そ れ ぞ れ 約310,
60ngで ある と報告 され て い る
36)
. ラ ッ ト脳 で の カ テ プ シ ンB とL
の 分 布様式は , 非常 に 類似 して お り神経細胞 の み な らず星状膠
細胞 の リ ソ ソ ー ム 内 に も存在す る37). ま た , カ テ プシ ンB は粗
面小胞体 の 膜 に も局在す る と され て い る3糾. カ テ プシ ンL はカ
テ プシ ン Bに比 べ て 組織に分布す る蛋白量 は少ない が , プ ロテ
ア ー ゼ と して の 活性 は お よ そ10倍強 い と い わ れ て い る .
一 過性 脳虚血後 に生 じる神経細胞死 へ の カ テ プ シ ン Bない し
L の関与を検索 した 報告 は, 従 来ほ と ん どみ られ ず, わ ずか に
Nitatori ら30)が , 5分 間の 一 過性前脳虚血を施 した砂ネズ ミ の CA,
1領 域に お い て , 虚血3日後 に カ テ プ シ ンB とLの 発現 が 増加す
る こ とを免疫 組織化学 的 に示 し た の み で あ る . 同 時 に,
Nakanishi ら
29)は ラ ッ ト の 虚血 モ デ ル を用い て, 虚血 後7 日目に
カ テ プシ ン D とE がC A-1領域 で 増加す る こ と を報告 した . しか
し, 霊長 類に お い て 脳虚血彼 の カ テ プ シ ン の 動態を検索 したの
は, 本研究 が 初め て で ある .
本研究 に お い て は, ニ ホ ン ザル の 一 過性脳虚血 モ デ ル を用い
て
, 虚血 海馬 に お ける カ テ プ シ ンB とLの 経 時的変化を示 し た.
注 目す べ きは , 虚血後 の カ テ プ シ ン B, Lの 免疫組織化学的局
在 が , C A-1 領域 で は他領域 と は 全く異なる パ タ ー ン を示 した
こ と で あ る. す な わ ち, 虚血後の C A-1 領域で は, カ テ プ シ ン
B陽性顆粒は , 細胞 質の み な ら ず樹状突起周 辺 にも局在 し, 一
部 は錐体細胞層 の 細胞間, 放射線維層, 分子層 な ど細胞外にも
そ の 局在が認め ら れ た . そ して 蛋白量が少ない た め に 早期変化
が捉え にく い も の の , カ テ プ シ ンLも同様 の 挙動を示 した . 従
っ て , すで に Y am a Shim aら
19)が報告 した 如く , P カル パ イ ン の
活性化に よ っ て リ ソ ソ ー ム 膜が 断裂 した た め に , リ ソ ソ ー ム 内
の プ ロ テ ア ー ゼ が 細胞質中に放出 され , こ れ が C A-1 錐体細胞
の 細胞骨格蛋白を分解 し, 硬徐 に細胞死 を惹起 した の で は ない
か と推定され る . こ の 仮説 は, 中枢神経系 に お い て は 加齢と と
も にリ ソ ソ ー ム 膜 の 不安定化 が生 じ る こ と3 9), お よ び ある 種の
病的状況下 で は , 傷 害 され たリ ソ ソ ー ム か ら内在性の プロ テア
ー ゼ が 細胞質に放出さ れ る こ と か らも裏付けられ る2㊥ .
一 過性 脳虚血後に は神経細胞 の蛋白代謝 は 一 時 的に 停止 し,
虚血 に脆弱性を示す C A･1 領域 や 線状体背外側部で は 蛋白合成
は停止 した まま回復し な い4 0)41). 一 般 に, 細胞 は その 生命と機
能を維持す る た め にた えず構成費白質を分解 し再合成を行 っ て
い る . 虚血後 に外部か らの ア ミ ノ酸の 取り込み が 減少 した神経
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細胞にお い て は, 自 己ど ん食作用 が増進 しリ ソ ソ
ー ム 分解系が
克進する の は生 理 的 に も合 理的な反応 と理解され る･ 自己 どん
食作周は本来 , 自 己蛋白質 の 積極的な分解系であ るが , こ れ が
過度になる と自身の 細胞 を障害 し, つ い に は 細胞死を ひき起 こ
すもの と思 わ れ る . カ テ プ シ ンB, L は, 中枢神経系 に お い て
ある種の 細胞骨格蛋白を分解す る可 能性 が示唆 され て お り2 6),
C A-1 領域に お ける カテ プシ ンB, Lの 虚血後 の 活性増加 と, こ
れら酵素の リ ソ ソ
ー ム 外 へ の 放出が 虚血性神経細胞障害 の 原因
である と考えられ る.
カ テ プ シ ンBの 酵素活性 は , 海馬 の 全領域 で虚血後3 日目 よ
り5 日目 に か けて 増加傾向を示 し, 遅発性神経細胞 死 が 生 じ る
時期と よく 一 致す る
5)l乞')
.
一 方 , カ テ プ シ ン Lの 酵素活性は C ふ1,
CA-4(歯状回を含む) で は虚血後5日 削 こ初 め て 増加傾向を示
し, 他領域で は カ テ プ シ ンB と同様 に虚血後3日 目 よ り増加傾
向を示た . しか し, イム ノ ブ ロ ッ トで は カ テ プ シ ンLの 発現 は ,
虚血直後 か ら 増加 し虚血後5日 目ま でその 傾向は続い た. こ の
酵素活性と蛋自発硯量 との 動態の 不
一 致 の 原 因は , シ ス タ ナ ン
B や キニ ノ
ー ゲ ン な ど の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー
の存在, あ るい は活性を持 た な い 異常なカ テ プ シ ン L分子 の 誘
導な どに ある もの と考え ら れ る . す な わ ち, カ テ プ シ ンLの 活
性化と同期 して , こ れ らの イ ン ヒ ビ タ ー も虚血 後に は 活性化さ
れる こ と が 示 さ れ て い る4 2). カ テ プシ ンLの 酵 素活性 は, 本来
カ テプ シ ンBの それ よ りは る か に強力 である が , シ ス タ テ ン 群
によ る 阻害を カ テ プ シ ンBよ りも受け易 い 4 3). しか しな が ら ,
カ テプ シ ンLも ー 過性脳虚 血後の 神経細胞死の 発生 の → 端 を担
っ てい る可能性は十分にある .
本研究で は , 一 過性脳虚血後 の 海馬 に お ける カ テ プ シ ン B,
L の 酵素活性 , お よ び 蛋白発現 の 増加 と, こ れ ら酵 素の C A-1
領域で の 特異的な免疫組織化学的局在を明 らか に した . 比較的
弱い 蛋白分解能力を有す る カ テ プ シ ン B と, 強力 で は あ るが イ
ン ヒ ビタ ー に より 阻害を受けやす い カ テ プ シ ンLの 両者が , 虚
血後の 弱酸性条件 下 , あ る い は 遅発性 の ア ル カ リ 性条件 下 で
徐々 に細胞内蛋白 を分解 し て い く もの と 推定 さ れ る44)4 5). Le e
ら14)は , 蛋白 分解酵素 の イ ン ヒ ビタ ー に は 虚血性神経細胞死 の
著明な抑制効果がある こ と を報告 した . 従 っ て! 例え ば シ ス タ
チ ン な どカ テ プ シ ン の イ ン ヒ ビタ ー を用 い て, カ テ プ シ ン 依存
性の 蛋白分解を特異的に阻害すれ ば , 霊長類 の 一 過性脳虚血後
に生 じる 遅発性神経細胞死を予防な い し治療 し得 る可 能性が あ
る.
結 論
ニ ホ ン ザ ル の 一 過性 脳虚 血 モ デ ル を用 い て , 虚血 後 に海馬
C A-1領域 に生 ずる 遅発性神経細胞死 の 病態を解明す る目的で ,
リ ソ ソ ー ム に内在する シス テイ ン プ ロ テ ア ー ゼ で ある カ テ プ シ
ンB, L に注 目 し, 酵素 活性測定 , イ ム ノ ブ ロ ッ ト, 免疫組織
化学的手法に よ り経時的変化を検討 した .
1
.
一 過性脳虚血後 に は, C A･1 を含 め た 海馬の 全領域 に お い
てカテ プ シ ン B, Lの 酵 素活性 は虚血後3日 目か ら5 日日 に か け
て増加傾向を示 した .
2. カ テ プ シ ン Bの 蛋白発現 は , 時間経過 と と も に海馬 の 全
領域で増加傾向を示 した が , カ テ プ シ ンLの 発現 は虚血後直ち
に増加 し, 虚血 後5 日目まで増加 した ままであ っ た .
3･ 免疫組織化学で は , カ テ プ シ ンB, Lの 陽性顆粒 は コ ン ト
ロ ー ル で核周巨削こわず か に認 め ら れ る程度であ っ たが , 虚血後
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の C ふ1領域で は特異的に リ ソ ソ ー ム 外 へ の 放出 を示 した . すな
わ ち, カ テ プ シ ン B陽性顆粒は , 核周囲 の み な らず樹状突起 の
周辺 , ある い は細胞外 にも明 らか な増加を示 し, 錐体細胞層 の
細胞間, 放射線維層 , 分子層 にもみ ら れ た . こ の 局在変化 は ,
虚血1時間後 と い う早期の 段階ですで に認 め られ , 虚血24時間
後, 3 日後 も同様の 染色パ タ ー ン を呈 した.
4. カテ プ シ ンLも, カ テ プ シ ンB と ほ ぼ同様の 分布様式を示
した .
以 上 よ り, 一 過性脳虚血後 に生 じ る カ テ プ シ ンB, Lの 活 性
化 は, 海馬 C A-1 領域 にお ける 遅発性神経細胞死 の 発生に重要
な役割を果た して い る こ とが 示唆され た.
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tissues w e re re s ec ted fro m both sham -OPe rated c o ntroIs andische mic m o nkeys atl hr, 24hr, Or 3, 5days afte r rel as e ofthe
clamps ･ By e n zym atic a ss ay, it w a s show n
that the activ lty Ofc athepsin B in c r e a s ed in alls e ctors ofthe hippoc a mpu s3
-5
days aftertheische micin s ult･ T he activ lty Ofc athepsin L increa sed 5 days aftertheis che m
icin s ultin the C A-l a nd the C A-4
(in cluding the de ntate g yru s), W hile in the r e maining se c tors3-5 days afte rthe is che mic insult･ On W e ste rn blotting, the
protein c o nte nts of both c athepsl nS B and L incr e a s ed im m ediately afterische
mia
,
Which lasted u nti1 5 days afteris chemia･
Byim m u n ohist oche mistry, Cathepsl nS B a nd Lw e r e slightly stained a s c o a
rs egranule sin the perika rya ofthe controI C A
-1
neu r o n s. 1n c ontrast, in postische mic C A
-l n e u r o n sthey w er e relea sed fro mlys o so malgr a n ules and d
istributed in the
e xtrac ellular space ofthe stratu m p yr a midale, the str atu m r adiatu m, a nd
the stra tum la c u n o su m- m Ole cula r e･ T hre edays afte r
theis che mia, m O S t Ofthepyr a midalc e11sin the C A
-1 s e ctor show ed m arked is che mic cha nges, a nd, On day5, they obvio u sly
show ed neu ro n al de ath. In the C A-2 a nd the r e m ain l ng Se CtO r S, en Zym atic ac tivitie s a nd protein con
tentsin c re a sed after
ischemia
, but the im m u n o re a ctiv lty Of cathepsl n SB a nd Lin c re ased o nly ･within lys o s o m algranule
s ･ T he se re s ults s ug gest
that c athepslnS B a nd Lm ay play a nimpo rta nt r ole in ca u sing the gr adu al bl
･
eak do w n of c e rtain c ellprotein sin the
POStische mic C A
-1 n e u r o n s.
